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Verfahren zur Anreicherung prokaryontischer DNA 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Anreicherung prokaryontischer DNA sowie einen 
Kit zur DurchfOhrung des Verfahrens. 

Durch Bakterien verursachte Infektionen sind eine der haufigsten Ursachen fur 
EntzDndungskrankheiten. Zur Prognose des Krankheitsverlaufes sowie insbesondere zur 
rechtzeitigen Auswahl geeigneter therapeutischer MaBnahmen ist der frQhzeitige 
Nachweis der bakteriellen Erreger von entscheidender Bedeutung. 

Zum Nachweis bakterieller Erreger werden vor alien Dingen verschiedene Methoden der 
Kultivierung von Zellen angewendet In letzter Zeit haben aber auch 
molekularbiologische Methoden, die auf dem Nachweis erregerspezifischer 
Nukleinsauren basieren, an Bedeutung gewonnen. Neben der hohen Spezifitat dieser 
Methoden ist der geringe Zeitbedarf als wesentiicher Vorteil gegenQber konventionelier 
Methoden zu nennen. Allerdings ist die Sensitivitat des Nachweises prokaryontischer 
DNA direkt aus KSrperflQssigkeiten und nicht vorbehandeltem Untersuchungsmaterial im 
Vergleich zur Kultur der Mikroorganismen bislang viel zu gering. Eine fQr den direkten 
Erregemachweis aus dem nicht vorbehandelten Unter-suchungsmaterial ausreichende 
Menge an Nukleinsauren von Bakterien wird allenfalls im Bereich der 16S-mRNA- 
MolekQle erreicht. Dies setzt aber voraus, daJS sich die nachzuweisenden Bakterien in 
den metabolischen Phasen befinden und genugend 16S-mRNA exprimieren. 



Davon ist insbesondere bei Patienten, die unter elner antibiotischen Therapie stehen, in 
der Regel nicht auszugehen. DarOber hinaus kommen bestimmte Pathogenitatsfaktoren 
von Bakterien nicht zu jeder Zeit zur Expression, obwohl die entsprechenden Gene im 
bakteriellen Genom vorhanden sind. Deshalb ist der Nachweis der Pathogenitatsfaktoren 
und Resistenzen von Bakterien auf chromosomaler Ebene fur die Diagnose septischer 
Erkrankungen unabdingbar. 

« * 

Dies umso mehr als auf dieser Ebene aiich eine Unterscheidung zwischen pathogenen 

und kommensalen Bakterien getroffeh werden kann. 

« 

Am haufigsten erfolgt der erregerspezifische Nukleinsaurenachweis durch 
Vervielfaltigung der prokaryontischen DNA mittels der Polymerase-Kettenreaktion.(PCR) 
bzw! der Ligase-Kettenreaktion (LCR). Der hohen ^pezifitat und schnellen Verfugbarkeit 
der Eraebriisse stehen die Storanfailigkeit durch Kontaminationen oder durch sta^k 
inhibierende Faktoren klinischer Proben gegenOber. 

Bei einem herkOmmlichen PCR-Nachwelsverfahren ist fOr eine erfolgreiche Detektion 
von Erregem im Blut die Gesamt-DNA aus mindestens 1 bis 5 ml Blut zu isolieren. Die 
Gesamt-DNA-Konzentration ist dann aber zu groB, urn direkt in einer PCR-Reaktion 
eingesetzt zu werden. 

Anders verhait es sich mit der Blutkultur zum Nachweis von Erregern einer Sepsis. Dabei 
liegt die untere Nachweisgrenze bei weniger als 10 Bakterien pro ml. Diese 
Nachweisgrenze wird derzeit nur mit PCR-Protokollen erreicht, die ihre Zielsequenz im 
Bereich der 16S-RNA haben und damit von der Expression dieser Zielsequenz abhangig 
* sind. Eine gr6Sere diagnostische Sicherheit ist von PCR-Protokollen zu erwarten, die 
ihre Zielsequenzen im Chromosom der Mikroorganismen haben. Gerade unter dem 
ElnfluB elner laufenden Antibiotikatherapie kann das Expressionsverhalten 
verschledener Gene erheblich verandert oder eingeschrankt sein, auch wenn das 
eingesetzte Antibiotikum letztlich nicht wirksam ist. Diese Situation ist gerade auf 
Intensivtherapiestationen haufig anzutreffen, auf denen die meisten Patienten unter 
Antibiotikatherapie stehen, bei denen aus diesem Grund keine relevanten Bakterien aus 
den Blutkulturen oder anderen Proben angezOchtet werden kOnnen. 

Wegen unzureichender Sensitivitat hat der erregerspezifische Nukieinsaurennachweis 
ohne Amplifikationsschritt durch direkten Nachweis der prokaryontischen . DNA 



(Sondentechnik, FISH-Technik) nur bei ausreichend hoher Keimzahl j 
Untersuchungsmaterial diagnostlsche Bedeutung. 



Die wesentliche Probiematlk des Nachweises prokaryontischer DNA zur Identification 
bakterieller Erreger in KSrperflQssigkeiten bestehen neben PCR-hemmenden 
Bestandteilen im Untersuchungsmaterial vor allem in dem Oberschuss an 
eukaroyntischer gegenQber prokaryontischen DNA. Hierbei sind insbesondere 
kompetitive Prozesse bei der DNA-Analyse sowie die geringe Menge an 
prokaryontischer DNA als hinderfich fQr einen qualitativen und quantitativen 
Erregernachweis anzusefren. 

» 

Die Qblichen Methoden zur DNA-lsolierung reichern die Gesamt-DNA einer 
KOrperflQssigkeit an, so dad das Verhaitnis Wirts-DNA zu mikrobieller DNA zwischen 1 : 
10^ und 1 : 10" 8 betragen kann. Aus diesem Unterschied ist die Schwierigkert des 
Nachweises mikrobieller DNA in KOrperflQssigkeiten gut nachzuvollziehen. 

Der vorliegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, eine Methode 
bereitzustellen, die zur Isolierung und/oder Anreicherung mikrobieller DNA in 
Untersuchungsproben mit hohem Anteil eukaryontischer DNA von Patienten mit 
Infektionen fQr einen schnellen und einfachen Erregemachweis, der eine frQhzeitige 
Diagnose von Infektionen, durch bakterielle Erreger verursacht, ermOglicht. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaR geldst durch ein Verfahren zur Anreicherung 
prokaryontischer DNA mit den Schritten 

a ) Kontaktierung mindestens einer in Ldsung befindlichen 

prokaryontischen DNA mit mindestens einem Protein oder Polypeptid, 
daG fahig ist, spezifisch an prokaryontische DNA zu binden, wodurch 
ein Protein oder Polypeptid-DNA-Komplex gebildet wird, und 

*>) Separation des Komplexes. 

Die Bezeichnung prokaryontische DNA bezieht slch dabei sowohl auf virale als auch auf 
bakterielle DNA. Diese kann aufgereinigt und wieder in Ldsung gebracht sein oder direkt 
in der Ursprungsquelle (z. B. KOrperflQssigkeit, wie Blut, Serum, etc.) vorliegen. 

Die Separation kann mittels verschiedener Verfahren zur Isolierung oder Anreicherung 
von DNA-Protein-Komplexen oder DNA-Polypeptid-Komplexe erfolgen, die dem 
Fachmann hinlanglich bekannt sind. Dabei werden bevorzugt Methoden zur Anwendung 



kommen, bei denen das DNA-bindende Protein an eine Tragermatrix immobilisiert ist, 
um die DNA aus der Probelosung anzureichem. 

GemaB einer bevorzugten AusfQhrungsform schlieBt sich an die Separation ein Schritt 
zur Trennung von DNA und Protein/Polypeptid an. Dies kann beispielsweise durch 
herkommliche Verfahren zur DNA-Aufreinigung erfolgen, die dem Fachmann bekannt 
sind. Im einfachsten Falle beruht die Auftrennung auf der Anderung des pH-Wertes oder 
der SalzkonzentraHon (z. B. auf 1 M NaCI) des Mediums/Puffers oder der ZufQgung 

• ■ 

chaotroper Reagenzien, etc; also geeignete Parameter, die zur AuflSsung des Protein- 
DNA- Komplexes fOhren. Solche Metnoden sind dem Fachmann bekannt 

» » 

GemaB einer weiteren bevorzugten AusfQhrungsform, Ist das Protein oder das 
Polypeptid an einen TrSger gekoppelt. Diese AusfQhrungsform steilt eine besonders 
einfache Wiaglichkeit der Anreicherung prokaryontischer DNA bereit, da die Separation 
' aus der LSsung besonders einfach, beispielsweise pfiysjkaliscl^er Entfemung (z.B. 
Abzentrifugation) des oder der beladenen Trager aus der LSsung erfolgt 

Als Ldsung der prokaryonttschen DNA kommt grundsStzlich jedes geeignete 
Losungsmittel in Frage. Besonders zweckmaiiig ist das Verfahren jedoch zur 
Anreicherung prokaryontischer DNA aus LOsungen, die verschiedene biomolekulare 
Spezies, insbesondere verschieden Arten von DNA enthalten. Die Erfindung betrifft 
vorzugsweise ein Verfahren zur Trennung und Anreicherung prokaryontischer oder 
viraler DNA und eukaryontischer DNA aus einem Gemisch von prokaryontischer oder 
viraler DNA. Dabei wird beispielsweise die in KOrperflQssigkeiten befindliche 
prokaryontische DNA durch speztfische Bindung an das Protein oder das Polypeptid von 
der eukaryontischen DNA getrennt und angereichert Die so angereicherte 
prokaryontische DNA erlelchtert den Nachweis prokaryontischer Erreger mit Hilfe 
molekularbiologischer Methoden und kann zur Diagnose von Krankheiten die durch 
pathogene Erreger verursacht werden, beitragen. 

Insbesondere die AusfQhrungsform, bei der das DNA-bindende Protein oder Polypeptid 
an die Oberflache eines Trflgers immobilisiert ist, eignet sich for eine Adsorption 
prokaryontischer DNA aus KOrperflQssigkeiten, vorzugsweise aus dem Blut Dieser 
Ansatz bietet Qberdies die MOglichkeit, mikrobielle DNA, die im Blut oder anderen 
KOrperflQssigkeiten voriiegt, aus diesen zu entfernen. Die so von der mikrobiellen DNA, 
die auch allein in der Lage ist, schwere EntzQndungsreaktionen bei Patienten 
auszulOsen, gereinigte KarperflQssigkeit ( z, B. Vollblut, Serum oder Liquor), kann dann 
in den KOrper zurQckgefQhrt werden. 



Als KOrperflQssigkeiten im Sinne der Erfindung werden alle vom KOrper eines Saugers, 
einschlielitich Mensch, stammenden FlOssigkeiten verstanden, fn denen 
Krankheitserreger vorkommen kGnnen, w!e z. B. Blut, Urin t Liquor, Pleural-, Perikardial-, 
Peritoneal- sowle SynovlalflQsslgkeit Die auf humanes Blut bezogene Beschreibung der 
Erfindung stellt keine EinschrSnkung sondern nur eine beispielhafte Anwendung dar. 

Als Protelne Oder Polypeptide im Sinne der Erfindung werden alle eukaryontischen und 
prokaryontischen Protelne verstanden, die in der Lage sind, prokaryontische DNA 
spezifisch zu binden. Hierzu efgnen slch insbesondere Protelne Oder Polypeptide, die 
fahig sind, nicht-methyiierte CpG-Motive spezifisch zu binden. 

Unter bakteriellen Erregern werden vdrzugsweise Erreger einer Sepsis, aber auch alle 
anderen bakteriellen Erreger von Infektionen verstanden. Sie kennen sich dabei von 
kommensalen Erregern unterscheiden, die gelegentlich auch in Untersuchungsproben 

■ * • - 

von Patienten gefunden werdeQ, aber keine pathogeny Bedeutung haben. 

Bei der Isolierung der Gesamt-DNA aus infizierten KdrperflGssigkeiten kann das 
Verhaitnis Wirts-DNA zur Erreger-DNA oft IzIO" 8 bis 1:10* und weniger betragen. Das 
erfindungsgemaiJe Verfahren ermflglicht durch die spezifische Bindung prokaryontischer 
DNA an das Protein oder Polypeptid mit solchen selekBven Eigenschaften eine 
Anreicherung urn 3 Potenzeinheiten und mehr. 

Das Protein oder das Polypeptid kann dabei direkt Oder indirekt an den Trager gekoppelt 
sein. Die Art der Kopplung hangt von dem Trager und dem Tragermaterial ab. Als Trager 
kommen dabei insbesondere Membranen, Mikropartikel und Harze oder ahnliche 
Materialien fQr Affinitatsmatrizes in Frage. Geeignete Materialien zur Anblndung des 
Proteins oder Polypeptides, sowie - abhangig von der Art des Materials - die 
DurchfOhrung der Anbindung, sind dem Fachmann hinianglich bekannt. FQr die indirekte 
Kopplung eignen sich beispielsweise spezifische Antikerper gegen das Protein oder das 
Polypeptid, die ihrerseits durch bekannte Verfahren an den Trager gebunden sind. 

Eine Anwendung des erfindungsgemafJen Verfahrens besteht in der Anreicherung 
prokaryontischer DNA. Eine weitere Anwendung besteht in der Trennung von 
prokaryontischer DNA aus einem Gemisch eukaryontischer und prokaryontischer DNA 
durch die Bindung der prokaryontischen DNA an ein spezifisches Protein oder 
Polypeptid, welches an eine Matrix immobilisiert wurde. Das Gemisch aus kSrpereigner 
und prokaryontischer DNA wird mittels geeigneter Verfahren mit der AfRnitatsmatrix in 
Verbindung gebracht, und dabei wird die prokaryontische DNA an das immobilisierte 
Protein gebunden; die eukaryontische DNA durchiauft zum Beispiel eine Trennsaule und 



kann separat gesammelt werden. Affinitatsmatrizes kennen beispielsweise polymere 
Polysaccharide wie Agarosen, andere Biopolymere, synthetische Polymere, oder Trager 
mit Silikat-GrundgerOst wie pordse Giaser oder sonstige feste oder flexible Trager sein, 
an welchen das DNA-bindende Protein oder Polypeptid immobilisiert wird. Nach erfolgter 
Trennung prokaryontischer von eukaryontischer DNA wird die Affinitatsmatrix mit einem 
geeigneten Reagenz gespQIt, so dafi entweder das Bindungsprotein mit der gekoppeiten 
prokaryontischen DNA von der Matrix und/oder die prokaryontische DNA von dem 
Bindungsprotein getrennt wird und fQr weitere Arbeitsschritte in ausreichender Menge 
zur VerfQgung steht . ■ 

Bne weitere Anwendung des erfindungsgemaiJen Verfahrens besteht in der Trennung 
und Anrelcherung prokaryontischer DNA von eukaryontischer DNA durch Bindung der 
prokaryontischen DNA an ein speziflsches Protein welches an Mikropartikeln 
immobilisiert wurde. Hierbei \ kommen alle Mikropartikei In Frage, die^ eine 
Immobilisierung des DNA-biridenden Proteins oder Polypeptide ermOglichen. Solche 
Mikropartikei kbnnen aus Latex, Kunststoff (z. B. Styropor, Polymer), Metall oder 
ferroftagnetischen Stoffen bestehen. Weitefhin kOnnen auch fluoreszierende 
Mikropartikei, wie sie beispielsweise von der Firma Luminex angeboten werden, 
verwendet werden. Nachdem die prokaryontische DNA an die an Mikropartikei 
immobiiisierten Proteine gebunden wurde, werden die Mikropartikei mit geeigneten 
Methoden, wie beispielsweise Filtration, Zentrifugation, Failung, Sortierung Qber 
Messung der Fluoreszenzintensitat Oder magnetische Verfahren, von dem Stoffgemisch 
getrennt Die prokaryontische DNA steht nach Trennung von den Mikropartikeln zur 
weiteren Verarbeitung zur VerfQgung. 

Eine andere Anwendung des erfindungsgemaden Verfahrens besteht in der Trennung 
und Anreicherung prokaryontischer DNA von eukaryontischer DNA durch Bindung der 
prokaryontischen DNA an ein spezifisches Protein oder Polypeptid, welches 
anschlieBend durch Elektrophorese von Qbrigen Bestandteilen des Gemisches getrennt 

wird. 

Eine. weitere Anwendung des erfindungsgemaSen Verfahrens besteht in der Trennung 
und Anrelcherung prokaryontischer DNA von eukaryontischer DNA durch Bindung der 
prokaryontischen DNA an das Protein oder Polypeptid. Dieses Protein wird anschlieBend 
an entsprechende AntikOrper gebunden. Die Antikdrper k5nnen an feste oder flexible 
Substrate, z. B. Glas, Kunststoffe, Silizium, Mikropartikei, Membranen gebunden sein, 
Oder sich in L6sung befinden. Nach Bindung der prokaryontischen DNA an das Protein 
oder das Polypeptid und dessen Bindung an den spezifischen Antikorper erfblgt die 
Trennung aus dem Stoffgemisch mit dem Fachmann vertrauten Methoden. 



Ate Protein Oder Polypeptid eignet sich insbesondere jedes Protein oder Polypeptid, 
welches prokaryontische DNA beispielsweise mit nicht-methylierten CpG-Motiven bindet 
Hierzu eignen sich beispielsweise spezifische Antikdrper Oder Antiseren gegen 
prokaryontische DNA. Ihre Hersteilung und Gewinnung sind dem Fachmann bekannt . 

Prokaryontische DNA unterscheidet sich von eukaryontischer beispielsweise durch das 
Vorkommen nicht-methylierter CpG-Motive. ZweckmSfiigerweise ist das 
. Protein/Polypeptid somit ein spezifisch nicht-methylierte CpG-Motive erkennendes und 
bindendes Protein. Dies 1st zweckmafiigenveise auch ein speziffecher AntikCrper Oder 
ein entsprechende? Antiserum. GemSB einer weiteren bevorzugten AusfUhrungsform ist 
das Protein oder Polypeptid ein durch das TLRg-Gen oder durch das CGBP-Gen 
codiertes Protein oder Polypeptide 

Diese Ausfphrungsforrn der Erfindung bastert auf der Erkenntnis, daft sich 
eukaryontische DNA und prokaryontische DNA durch ihren Anteil an Cp6-Motrven 
unterscheiden. In der prokaryontischen DNA befindeh sich Cytosin-Guanosin- 
Dinukleotide (CpG-Motive) in einem 20-fachen OberschulJ gegenQber eukaryontischer 
DNA. In prokaryontischer DNA sind diese Motive nfcht-methyliert, wohingegen sie in 
eukaryontischer DNA zum grd&ten Teil methyliert sind, was die Unterschiedlichkeit 
nochmals erhGht. Nicht-methylierte CpG-Motive sind nicht-methylierte Deoxycytidylat- 
Deoxyguanylat-Dinukleotide innerhalb des prokaryontischen Genoms oder innerhalb von 
Fragmenten desselben. 

Zum zweiten basiert diese bevorzugte AusfOhrungsform der Erfindung auf der 
Erkenntnis, daft es Proteine Oder Polypeptide gibt, die spezifisch an nicht-methylierte 
CpG-Motive der DNA binden. Die Bindungseigenschaft dieser Proteine/Polypeptide wird 
erfindungsgemaii genutzt, urn prokaryontische DNA einerseits zu binden und damit 
andererseits aus einer Probe mit Qberwiegendem Anteil eukaryontischer DNA 
anzureichern. 

Eine Anwendung zur Isolierung von cDNA, welche das Vorkommen methylierter CpG- 
Motive in eukaryontischer DNA nutzt, wurde von Cross et al. Nature Genetics 6 (1994) . 
236-244 beschrieben. Die immunstimulatorische Anwendung von einzelstrangigen 
Oligodesoxribonukleotiden (ODN) mit den ent-sprechenden CpG-Motiven konnte 
mehrfach gezeigt werden (Hacker et ah, Immunology 105 (2002) 246-251, US 
6,239,116). Ate ErkennungsmolekQle der prokaryontischen CpG-Motive wurden bisher 
zwei Rezeptorproteine identifizierL Aus der WO 02/06482 ist der TolI-like-Rezeptor 9 als 
ErkennungsmolekQI nicht-methylierter CpG-Motive bekannt Voo et al. Molecular and 



Cellular Biology (2000) 2108-2121 beschreiben ein weiteres Rezeptorprotein, das 
humane CpG bindende Protein (hCGBP), das in einem analytischen Ansatz als 
ErkennungsmolekQl zum Nachweis von nicht-methylierten CpG-Motiven in 
prokaryontischer DNA verwendet wird. In beiden Publikationen werden die CpG- 
bindenden Proteine nicht zur Isolierung oder Anreicherung prokaryontischer DNA 
genutzt 

Besonders geeignet ist ein Protein oder Polypeptid, welches durch eine cDNA einer 
Sequenz mit mindestens 80 %, vorzugsweise mindestens 90 % und besonders 
bevorzugt mindestens 95 %, Homologie zur Sequenz gernaB der GenBank Zugangs-Nr.: 
NM-014593 (Version NM-014593 1, Gl: 7656974; NCBI Datenbank) codiert wird. Hierbei 
handelt es sich um Proteine oder Polypeptide, die dem CGBP entsprechen oder davon 
abgeleitet sind und GpG-Wlotive spezifisch erkennen und binden. 

. - • , - # , 

GernaB elner weitererv bevorzugten AusfOhrungsform wird das Protein oder Polypeptid 
durch eine cDNA einer Sequenz mit mindestens 80 %, vorzugsweise mindestens 90 % 
Homologie zur Sequenz gernaB der GenBank Zugangs-Nr. AB045180 (kodierende 
Sequenz des TLR9-Gens; NCBI Datenbank, Version AB045180.1;GI: 11761320) oder 
ein Fragment davon, vorzugsweise cDNA mit mindestens 80 %, besonders bevorzugt 90 
%, Homologie zu Transkript Variante A (GenBank Zugangs-Nr. NM-1 38688; Version 
NM-017442.1; Gl: 20302169; NCBI Datenbank) oder Transkript Variante B (GenBank 
Zugangs-Nr. NWI-017442; Version NWI-1 38688.1; Gl: 20302170; NCBI-Datenbank) 

codiert. 

Die Erfindung betrifft Oberdies ein Verfahren zur Reinigung von KOrperflussigkeiten von 
prokaryontischer DNA Hierbei ist. es zweckmaBig, daB die Separation extrakorporal 
unter sterilen Bedingungen erfolgt, damit die KorperflQssigkeiten wieder in den K6rper 
zurQckgefOhrt werden kannen, so daB das korpereigene Immunsystem bei der 
Beseitigung von Infektionen unterstQtzt wird, indem die sich in den KorperflQssigkeiten 
befindende prokaryontische DNA entfernt wird. 

Bei der extrakorporalen Entfemung der prokaryontischen DNA aus KorperflQssigkeiten 
kommen alle geeigneten chemischen, mechanischen oder elektrochemlschen Verfahren 
in Betracht Weiterhin stellt auch die Kombination mit anderen extrakorporalen 
therapeutischen Verfahren, wie HUmoperfusion, Herz-Lungen-Maschine oder Endotoxin- 
Adsorber, eine weitere zweckmaBige /Viwendung dar. Die Aufzahlung stellt keine 
Begrenzung der Verfahren dar. 



GemaB einer besonders bevorzugten AusfQhrungsform betrifft die Erfindung ein 
Verfahren zur Detektion prokaryontischer DNA Hierbei schlielit sich nach der 
Anreicherung der prokaryontischen DNA ein Schritt zur Amplifikation der 
prokaryontischen DNA an, wozu sich alle gangigen Amplifikationsmethoden eignen 
(PCR, LCR;LM-PCR, etc.). 

Die Erfindung betrifft darQber hinaus einep Kit zur Anreicherung prokaryontischer DNA 
mittels eines der vorstehend beschriebenen Verfahren, in dem zumindest das 
Protein/Polypeptid, vorzugsweise weitere geeignete Reagenzien zur 
VerfahrensdurchfQhrung enthalten sind. 

* 

GemaiJ einer bevorzugten AusfQhrungsform enthait der Kit neben dem 
Proteih/Polypeptid mindestens ein Set von Primern, weiche zur Amplifikation 
genomischer DNA bestimmter Prokaryonten unter Standardbedingungen geeignet sind. 

> 

Die Erfindung hat den Vorteil, daft durch spezifische Bindung nicht-methylierter CpG- 
motivreicher prokaryontischer DNA an Protetne mit spezifischer Affinitat for solche 
Strukturen eine Konzentrieaing prokaryontischer DNA aus der Gesamt-DNA eines 
infizierten Wilts gelingt und damit die Nachweisempfindlichkeit von Erreger-DNA in 
KCrperflOssigkeiten stark erhdht wird. 

Die Abtrennungsmegllchke'rten prokaryontischer DNA von eukaryontischer DNA mit 
einem spezifisch bindenden Protein sind nicht zeitaufwendiger ais bekannte Methoden 
zur Isolierung von Gesamt-DNA. Der nachfolgende Nachweis kann aber nur Qber eine 
PCR-Reaktion erfoigen. Eine nested PCR wird in den meisten Fallen nicht notwendig 
sein, so daii eine betrachtliche Zeitersparnis in der Diagnostik mOglich wird. 

Die Erfindung soil nachfotgend anhand von Beispielen naher eriautert werden ohne sie 
darauf einzuschranken. 

Abb. 1 zeigt die PCR von Streptokokken-DNA im Humanblut, und 
Abb. 2 zeigt die nested-PCR mit den PCR-Produkten nach Abb.1. 

Beispiel 1 : Nachweisverfahren nach dem Stand der Technik. 

Frisches, heparinisiertes Humanblut, das Streptococcus pyogenes mit 103/mi 
koloniebiidende Einheiten ais Erreger enthait, vwrd fQr den Erregernachweis verwendet 
Die DNA wird mittels Absorption an DNA bindende Matrix mit kommerziellen Kits zur 
Isolierung von Gesamt-DNA aus KOrperflOssigkeiten nach abgewandelter Vorschrift der 



Hersteller Isoliert. Dazu werden 100 pi infiziertes Blut in Eppendorf Tubes mit 200 pi des 
gesamteri Lysispuffer, der Proteinase K und SDS enthalt, versetzt Das Gemisch wird 30 
min bei 37°C inkubiert, und danach 20 min auf 95°C erhitzt Nach dem AbkQhlen werden 
20pg Mutanolysin zugegeben und weitere 60 min bei 37°C inkubiert Nach Zentrifugation 
wird der Oberstand auf die Zentri-fugationssaulen mit DNA-bindender Matrix aufgetragen 
und die DNA nach Vorschrift des Hersteliers gereinigt Die gereinigte DNA wird in einem 
Endvplumen von 100pl 0.01 molar Trispuffer, pH 7.5 oder in gleicher Menge 
Elutionpuffer des Hersteliers aufgenommen. FOr den Erregernachweis werden Primer 
zur Identifizieruhg'des Streptolysin O Gens(slo) ausge-wahlt. 

* * 

* 

1. PCR. Amplifikation eines 465 bp Fragmentes ■ 
Forward-Primer 1 : S-AGCATACAAGCAAATTTTTTACACCG 
Reverse-Primer 2: 5M3TTCTGTTATTGACACCCGCAATT „ 
Primer Konzentration 1 mg/ml * s 

Ansatz: 5 pi DNA-lsolat 

0.5 pl Primer fw 1 
0.5 pi Primer rv 2 
14 pi Aqua dest 

total 25 pi in Ready to go Kit (Amersham-Biosciences) 

Reaktion: 

1 x * 5 min 95 °C 

40 Zyklen & 30 sec. 95°C 

30 sec. 51 °C 

3 min 72°C 
1 x 7 min 72°C 

Die Ergebnisse der PCR von Streptokokken-DNA in Humanblut sind in Abb. 1 
dargestellt Es wurden 10 pi des 25 pi Ansatzes aufgetrennt: 1) PCR Ansatz mit 5 pi 
Template DNA; 2) Ansatz mit 5 pi Template, 1 :10 verdOnnt. 3) Positivkontrolie: 0.2 pi 
-StreptokokkenrDNA ala Template ohne Anwesenheit eukaryontischer DNA aus Blut ST) 
Molekulargewichtsstandard 

Ergebnis: Die Primar-PCR ergibt kein sichtbares PCR-Produkt Deshalb wurde 
nachfblgend eine 2. PCR (nested PCR) durchgefQhrt 

2. PCR (nested): Amplifikation eines innerhalb des oblgen slo-Fragmentes 348 bp 
Fragmentes 

Forward Primer 3: 5'- CCTTCCTAATAATCCTGCGGATGT-y 



Reverse Primer 4: 5'- CTGAAGGTAGCATTAG TCTTTGATAACG-S* 

Primer-Konzentration: 1mg/ml 

Ansatz: 5 pi aus PCR1 , Probe 1 , Abb. 1 

0.5 pi Primer fw1 

0.5 pi Primer rv 2 

14 pi Aqua dest 

total 25 pi in Ready io go Kit (Amersham-Biosciences) 

Reaktion: 

1 x 5 min 95°C 

50 Zyklen 3 30 sec. 95°C 

30 sec. 54°C 

3 mfn72°C 
1 x 7 min 72°C 

Abb. 2 zeigt die Nested PCR mit den PCR-Produkten aus dem 1. PCR-Ansatz nach Abb. 
1 ais Template. Die Proben entsprechen denen aus Abb. 1. 

Ergebnis: In der nested PCR wird das gewQnschte slo-DNA Fragment amplifiziert bei 
einer Erregerzahl von 100 Streptokokkenzellen pro 100 pi Blut (Probe 1). Das entspricht 
bei 5 pi Template DNA in der 1. PCR (Abb.1) ca. 5 bis 10 Template-MoiekOlen. Bei einer 
1 : 10 VerdOnnung (Probe 2) ist die Empfindlichkeit erschGpft (0,5 bis 1 Template- 
MolekQIen). 

Beispiel 2: DurchfQhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens 

Die DNA wird aus einem Zelltysat wie oben for die bisherigen PCR-Verfahren 
beschrieben in LOsung gebracht Der Unterschied ist, dali zwischen 1 ml und 5 ml 
Untersuchungsmaterial eingesetzt werden. 

Drei Milliliter frisches, heparinisiertes Oder Citrat-versetztes Humanblut, das 
Streptococcus pyogenes mit 102/ml koloniebiidende Einheiten als Erreger enthait wirxl 
fOr den Erregernachweis verwendet Die DNA wird mit Lysepuffern, die SDS und 
Proteinase K enthalten, aus kommerzielien Kits zur Isolierung von Gesamt-DNA aus 
KGrpeiflOssigkeiten nac h abgewandelter Vorschrift der Hersteller isoliert Dazu werden 3 
ml infiziertes Blut mit 6 ml des gesamten Lysispuffer, der Proteinase K und SDS enthSlt, 
versetzt. Das Gemisch wird 30 min bei 37°C inkubiert, und danach 20 min auf 95°C 
erhitzt Nach dem AbkOhlen werden 200 pg Mutanolysin zugegeben und weitere 60 min 
bei 37 °C inkubiert Nach Zentrifugation wird das Gemisch mit Ethanol bei einer 



Endkonzentration von 70 % gefailt und nach Zentrifugation w!rd das Pellet mit 2 ml 70 
%igem Ethanol gewaschen. Der Ethanolrest wlrd in einer Vakuumzentrifuge entfernt und 
die gefailte DNA in 500 pi TE-Puffei- aufgenornmen. Die DNA wird dann auf eine SSule, 
die 0.5 ml Sepharose enthait und an die 1 mg TLR9 immobilisiert ist, aufgebracht Die 
Saule wird mit 5 Volumen TE-Puffer gewaschen. Die Elution erfolgt mit chaotropen lonen 
in hoher Konzentration, z. B. mit 0,7 ml 6 molarer NaJ oder KSCN Lflsung. Dieses Eluat 
kann dann direkt auf eine kommerzielle DNA-lsolierungszentrifugationssaule 
aufgetragen werden und die CpG-angereicherte DNA nach Vorschrift, wie im 
Eingangsbeispiel, auf ein kleines Volumen zwischen 20 pi und 100pl isoliert und zur 
weiteren Analyse, wie Erreger-PCR, elngesetzt werden. 
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PatentansprUche 

1 . Verfahren zur Anreicherung prokaryoritischer DNA mit den Schritjen: 

a) Kontaktferung mindestens efner in Ldsuhg befindlichen prokaryontischen 
DNA mit mindestens efnem Protein Oder Polypeptid, das fahig ist, 
spezifisch an die prokaryontische DNA zu binden, wodurch ein Protein- 
oder Polypeptid-DNA-Komplex gebildet wird, und 

b) Separation des Komplexes. 

2. Verfahren gemSR Anspruch 1, wobei sich an die Separation ein. Schritt zur 
Trennung von DNA und Protein oder Polypeptid anschlieflt 

3. Verfahren gemaii einem der vorstehenden AnsprQche, wobei das Protein oder das 
Polypeptid an einen Trager gekoppelt ist 

4. Verfahren gemaiJ Anspruch 3, wobei das Protein oder das Polypeptid direkt an den 
Trager gekoppelt ist 

» 

5. Verfahren gemafj Anspruch 3, wobei das Protein oder das Polypeptid Qber einen 
dagegen gerichteten Antikdrper an den Trager gekoppelt ist 

6. Verfahren gemau einem der AnsprQche 3 bis 5, wobei der Trager als Matrix, 
Mikropartikel oder Membran ausgebildet ist 

7. Verfahren gemali einem der AnsprQche 1 oder 2, wobei die Separation mittels 
eines gegen das Protein Oder das Polypeptid gerichteten Antikdrpers oder Antiserums 
erfolgt 

8. Verfahren gemaB Anspruch 1 , wobei die Separation mittels Elektrophorese erfolgt 



9. Verfahren gemsft einem der vorstehenden AnsprOche, wobei das Protein oder das 
Polypeptid ein gegen nicht-methylierte CpG-Motive gerichteter Antikflrper oder ein 
entsprechendes Antiserum ist. * 

10. Verfahren gemaft einem der AnsprOche 1 bis 8, wobei das Protein oder das 
Polypeptid durch das TLR9-Gen oder durch das CGBP-Gen codiert wlrd. 

* * 

- * * 

11. Verfahren gemSB Anspruch 10, Wobei das Protein oder das Polypeptid durch eine 
cDNA einer Sequenz mit mindestens 80 %, vorzugsweise mindestens 90 %, Homologie 
zur Sequenz gemaft der GenBank Zugangs-Nr. XM-1 65661 codiert wird. . . . 

0 

i 

12. Verfahren gemifi Anspruch 10, wobei das Protein oder das Polypeptid durch eine 
cDNA einer Sequenz mit mindestens 80 %, vorzugsweise mindestens 90 %, Homologie 
zur Sequenz gemaB der GenBank Zugangs-Nr. AB045180 Oder einem Fragment davon, 
vorzugsweise einer cDNA mit mindestens 80 %, besonders bevbrzugt mindestens 90 %, 
Homologie zu Transkript Variahte A (GenBank Zugangs-Nr. NWM 38688) oder Transkript 
Variante B (GenBank Zugangs-Nr. NM-01 7442) codiert wird. 

i 

13 verfahren gemaft Anspruch 1, wobei die LOsung ein Gemisch aus eukaryontischer 
und prokaryontischer DNA enthait. 

14. Verfahren gemaB Anspruch 13, wobei die L6sung eine KdrperflQssigkeit ist. 

15. Verfahren zur Reinigung von KflrperflGssigkeiten von prokaryontischer DNA 
gem§& Anspruch 14, wobei die Separation extracorporal unter steriien Bedingungen 
erfolgt. 

16. Verfahren zur Detektion prokaryontischer DNA nach einem der AnsprOche 1 bis 
14, wobei sich ein Schritt zur Amplifikation der prokaryontischen DNA anschliefit. 

17. Kit zur Anrelcherung prokaryontischer DNA mittels eines Verfahrens nach einem 
. der AnsprOche 1 bis 14... - 



18. Test Kit zur Detektion prokaryontischer DNA mittels eines Verfahrens nach 
Anspruch 16 mit einem oder mehreren Sets spezifischer Primer. 
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Zusammenfassung 



Es wird efn Verfahren zur Anrelcherung prokaryontischer DNA mit den Schritten 
Kontaktierung mindestens einer prokaryontischen DNA mit mindestens einem Protein 
Oder Polypeptid, das fahig ist, an nicht-methylierte CpG-Motive zu bihden, und 

* * " * 

Separation des Protein/Polypeptid-DNA-Komplexes beschrieben. DarQber hinaus 
bezieht sich die Anmeldung auf einen Kit zur DurchfQhrung des Verfahrens. 
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Abb. 1 
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Abb. 2 
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